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中 华 蜜蜂 性 信息 素 结合 和 皇 日 ASP1 的 原核 表达 
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摘要 :【 目 的] 研究 中 华 蜜蜂 hpis cerana cerana 信息 素 结合 蛋白 ASP1 与 蜜蜂 信息 素 及 某 些 植物 挥发 物 分 子 的 结合 
功能 。【 方 法 】 构 建 中 蜂 ASP1 的 原核 表达 载体 , 对 其 进行 重组 蛋白 的 诱导 表达 和 分 离 纯 化 , 并 得 到 具有 生化 活性 
的 中 蜂 ASP1 重组 蛋白 , 最 后 以 1-NPN 作为 菊 光 报告 探 针 ,通过 菊 光 竞争 结合 实验 研究 中 蜂 重组 ASP1 和 蛋白 与 蜜 
蜂 信 息 素 及 其 他 气味 分 子 的 结合 功能 。[ 结果 】 在 22 种 潜在 信息 气味 物质 中 , 有 7 种 与 中 蜂 ASP1 有 较 强 的 结合 
能 力 , 能 将 1-NPN 的 相对 灾 光 强度 降 至 50% 以 下 。 其 中 发 现 蜂王 信息 素 两 种 成 分 对 -羟基 葵 甲 酸 甲 酯 和 香草 醇 的 
竞争 能 力 最 强 , 可 分 别 引起 1-NPN 相对 菊 光 值 下 降 99. 31% 和 95. 30% , 解 离 常 数 K 分 别 为 13. 39 和 98. 44 
wmol/L; 而 与 除 蜂王 信息 素 外 的 其 他 信息 素 如 幼虫 信息 素 和 工蜂 信息 素 等 分 子 均 不 结合 。 此 外 中 蜂 ASP1 对 于 水 
杨 酸 甲 酯 、 杂 乙 醛 、3, 4- 二 甲 基 共 甲醛 4- 炳 两 基 蒙 方 配 入- 紫罗兰 酮 等 5 种 植物 挥发 物质 能 产生 强度 不 一 的 结 
合 。【 结 论 ] 中 蜂 信息 素 结合 蛋白 ASP1 对 蜂王 信息 素 具 有 非常 强 的 特异 性 , 同时 也 能 结合 某 些 植物 挥发 性 气味 分 
子 , 暗示 中 蜂 ASP1 是 一 种 以 蜂王 信息 素 识别 为 主要 功能 、 植 物 挥发 物 识别 为 次 要 功能 的 多 功能 信息 素 结合 蛋 日 。 
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Abstract: [Aim) To study the binding function of Acer-ASP1, a pheromone binding protein (PBP), in 
the Chinese honeybee (Apis cerana cerana) with pheromone and other plant volatiles. 【 Methods)] In 
order to obtain the recombinant protein ( Acer-ASP1 ), we successfully constructed the cloning and 
prokaryotic expression vector of Acer-ASP1, which was expressed in the optimized conditions. After the 
recombinant protein with biochemical activities was punified, the binding capability of Acer-ASP1 with 
pheromone and other odors was measured using competitive fluorescence assay where 1 -NPN was applied 
as fluorescence probe. [Results)] Seven of the 22 ligands tested showed stronger binding capability with 
Acer-ASP1 and were able to decrease the relative fluorescence intensity of 1-NPN by more than S50%. 
Among them, methyl 4-hydroxylbenzoate, a queen pheromone, showed the strongest capability to 
compete with 1 -NPN, causing 99.31% reduction in the relative fluorescence intensity, and K, = 13. 39 
wmol/L; vanillyl alcohol ，another queen pheromone, caused 95.5% decline im the relative fluorescence 
intensity , and KK =98. 44 mmol/L. Nevertheless, Acer-ASP1 did not bind with other kinds of pheromone 
at all except queen pheromone. Im addition, five plant volatiles, i. e., methyl salicylate, 
phenylacetaldehyde, 3 ,4-dimethyl-benzaldehyde, 4-allylveratrole and B-ionone, showed capabilities to 
bind with ASP1 in various degrees. [ Conclusion 】 The results indicate that Acer-ASP1 exhibits 
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remarkable specificity with queen pheromone, and it can bind with some plant volatiles to some extent. 


This implies that Acer-ASP1 is probably a protein having complex physiological function ，in which 


recognizing queen pheromone js deemed as its main function while recognizing plant volatiles ts 


secondary function. 
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在 社会 性 昆虫 中 , 信息 素 往 往 在 联系 不 同 成 员 
之 间 的 化 学 通讯 和 维护 党 群 稳定 性 过 程 中 发 挥 着 重 
要 的 作用 (Vander Meer et al.，1998 ) ,而 昆虫 通过 
其 发 达 灵 敏 的 嗅 党 系统 来 识别 和 感知 这 些 信息 素 成 
分 。 在 昆虫 主要 的 嗅觉 系统 顺 官 一 一 触角 噢 党 感受 
人 船 的 淋巴 液 内 ， 大 量 分 布 看 信息 素 结合 恒 日 
(pheromone binding proteins ，PBPs) ， 即 气味 结合 蛋 
日 (odorant-binding protein ，OBPs ) 的 一 个 亚 类 。 昆 
虫 信息 素 主 要 依靠 昆虫 触角 感受 顺 淋 巴 内 的 PBPs 
转运 至 感觉 神经 树 突 膜 上 的 嗅觉 神经 元 受 体 ,然后 
将 信号 逐 级 传递 至 芯 茹 体 (Jarriault and Mercer， 
2012) 并 引发 一 系列 生理 反应 。 昆 虫 PBPs 的 生理 
功能 主要 为 结合 并 运输 特异 的 性 信息 素 (Prestwich 
et al.，1995 ; Gu et al., 2013 ) ,最 新 研究 表明 PBPs 
也 同时 具有 使 信息 素 去 活化 的 功能 ( Kaissling， 
2013 ) 。 在 社会 性 昆虫 如 西方 蜜蜂 Apis mellifera L. 
的 人 研究 中 ,Danty 首次 发 现 并 确定 了 3 个 触角 特异 
和 蛋 日 (antenna special protein ) ， 即 ASP1 ，ASP2 和 
ASP3 (Danty et al.，1998 ) , 经 证 实 其 中 的 ASP1 属 
于 信息 素 结 合 人 蛋白 (PBP) (Danty et ww/.，1999 ) ， 唱 
体 结构 表明 ASP1 蛋白 的 结合 腔 能 依据 配 基 形状 ， 
形成 尺寸 不 一 的 开放 构象 (Pesenti et al., 2008 )。 

中 华 蜜 蜂 Apis cerana cerana Fabricius ( 简称 中 
蜂 ) , 是 东方 蜜蜂 4，cerana Fabricius 的 优势 亚 种 。 
中 蜂 经 过 长 期 的 协同 进化 , 对 我 国生 态 地 理 条 件 形 
成 了 一 种 极 好 的 适应 性 ( 杨 冠 得 ,1982) 。 但 是 随 着 
西方 蜜蜂 的 人 为 引进 和 大 规模 发 展 , 中 蜂 种 群 数量 
急剧 下 降 , 这 严重 影响 了 以 中 蜂 作 为 主要 传粉 媒介 
的 早 花 乔木 、 灌 木 和 草本 植物 的 正常 繁育 ,并 降低 
了 物种 多 样 性 , 破坏 了 群落 结构 及 其 稳定 性 ( 季 茶 
等 ,2003)。 导 致 中 蜂 数 量 锐 减 的 一 个 重要 原因 就 
是 : 在 中 蜂 、 西 蜂 ( 主 要 指 意 蜂 A. mellifera 
1egvwsiica) 混 养 区 的 繁殖 季节 ， 意 蜂 雄 蜂 能 通过 识别 
中 蜂 蜂 王 信 息 素 的 ”上 和 目 然 交 尾 干 扰 ” 机制 , 来 影响 中 
蜂 的 正常 交尾 ( 王 启发 等 2003 ) 。 除 蜂王 信息 素 
外 , 作为 一 种 典型 的 社会 性 昆虫 , 中 蜂 还 被 鉴定 出 
了 如 报警 信息 素 (Koeniger et al.，1979 ) 和 幼虫 信息 





素 ( 颜 伟 玉 等 , 2009) 等 多 种 信息 素 成 分 。 

尽管 上 述 中 蜂 各 种 信息 素 对 于 中 蜂 独 特 的 种 内 
种 间 社 会 行为 发 挥 着 重要 调节 作用 ， 而 迄今 为 止 中 
蜂 信息 素 的 识别 和 传递 途径 几乎 还 是 空白 。 本 实验 
室 在 前 期 工作 中 报道 了 一 个 潜在 的 中 蜂 信 息 素 结 合 
和 蛋白 Acer-ASP1, 并 发 现 Acer-ASP1 在 触角 中 表达 
量 最 高 , 并 有 旦 在 其 哺育 蜂 和 外 勤 蜂 这 两 个 频繁 活动 
时 期 表达 水 平 最 高 , 这 也 暗示 了 其 在 中 蜂 蜂 群 中 的 
重要 作用 ( 李 红 赏 等, 2008)。 在 此 基础 上 , 本 研究 
实现 了 Acer-ASP1 的 原核 表达 , 并 进行 了 其 与 各 种 
气味 物质 的 配 基 结 合 特性 的 解析 ， 有 助 于 深入 解析 
中 蜂 信息 素 及 其 结合 重 日 在 中 蜂 独 特 社会 行为 中 发 
挥 的 作用 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 、 试 剂 与 仪器 

原核 表达 载体 pET32a ( + ) 保 存 于 大 肠 杆菌 
Escherichia coli TG1 中 ,感受 态 细 胞 DHSaBL21 
(DE3) 由 本 实验 室 保 存 。ExTaq DNA 聚合 酶 ,限制 
性 核酸 内 切 酶 BamH [| 和 Hind 耳 购 目 TaKaRa 公 
司 ; IPTG、 氨 证 青竹 素 等 购 目 上 海 生 工 公司 ; 钊 琢 

和 糖 凝 胶 FF 购 自 GE 公司 ; 1-NPN 购 目 TCI 公司 ; 

RF-5301PC 型 灾 光 分 光 光 度 计 为 日 本 咏 津 公司 生 
产 。 实 验 所 用 信息 素 等 气味 分 子 均 购 目 上 海 百 灵 威 
公司 , 共 22 种 物质 , 分 属于 蜂王 信息 素 、 幼虫 信息 
素 、 工 蜂 信 息 素 、 报 和 警 信息 素 以 及 多 种 与 蜜蜂 活动 
相关 的 植物 挥发 物质 ( 表 1)。 
1.2 原核 表达 载体 pDET32/Acer-ASP1 的 构建 

将 实验 室 保 存 的 含有 Acer-ASP1 片段 的 pGEM- 
T 载体 的 菌 种 活化 扩 增 并 提取 其 质粒 ,以 BamH I 
和 Hind 卫 进行 双 酶 切 ( 李 红 亮 等 ,2008)，, 凝 胶 回 收 
ASP1 片段 , 将 经 同样 双 酶 切 的 pET32 载体 与 之 连 
接 并 转化 人 DH5a 感受 态 细胞 , 随机 挑 取 克 隆 经 阔 
沙 PCR 验证 后 将 阳性 克隆 扩大 培养 , 测序 验证 无 
误 后 将 成 功 构 建 的 表达 载体 命名 为 pET32/ Acer- 
ASP1。 从 阳性 元 液 中 提取 质粒 并 转化 至 BL21 (DE3) 
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表 1 本 研究 所 用 化 合 物 来 源 及 纯度 
Table 1 The source and purity of compounds used 


in this study 


化 合 物 纯度 (% ) 
Compounds Punity 
蜂王 信息 素 Queen pheromones 
对 -羟基 葵 甲 酸 甲 酯 Methy-(p ) -hydroxyl benzoate oo 
( HOB) 
香草 醇 Vanillyl alcohol (HVA) 98 
工蜂 信息 素 Worker pheromones 
香 叶 醇 Geraniol 98 
柳 花 醇 Nerol 98 
反 , 反 - 法 呢 醇 Famesol 96 
报警 信息 素 Alarm pheromones 
2- 康 酮 2-Heptanone 98 
乙酸 异 戊 酯 Isoamyl acetate 98 
幼虫 信息 素 Brood pheromones 
油 酸 乙 酯 Ethyl oleate 98 
油 酸 甲 酯 Methyl oleate 60 
棕榈 酸 甲 酯 Methyl palmitate 97 
棕榈 酸 乙 酯 Ethyl palmitate 95 
硬 脂 酸 乙 酯 Ethyl stearate 96 
硬 脂 酸 甲 酯 Methyl stearate 95 
植物 挥发 物 Plant volatiles 
茶 乙 醋 Phenylacetaldehyde 98 
3 , 4- 二 甲 基 葵 甲醛 3, 4-Dimethylbenzaldehyde 95 
B- 紫 罗兰 酮 B-Ionone 96 
水 杨 酸 甲 酯 Methyl salicylate 99 
芳 樟 醇 Linalool 98 
肉 豆 薄 酸 /十 四 烧 酸 Myristic acid 97 
薄荷 醇 DL-Menthol 99 
十 六 酸 /棕榈 酸 / 软 脂 酸 Palmitic acid 95 
4- 烯 丙 基 蒙 上 芦 本 4-Allylveratrole 98 


所 有 化 合 物 均 购 自 上 海 百 灵 威 公司 。All compounds were purchased 


from Shanghai J&K Chemical Ltd. 


感受 态 细 胞 , 随机 挑 取 克 隆 , 经 菌落 PCR 及 双 酶 切 
验证 后 将 阳性 克隆 扩大 培养 , 测序 验证 无 误 后 用 于 
重组 生日 的 诱导 表达 。 
1.3 重组 ASP1 蛋白 的 诱导 表达 及 表达 形式 的 
确定 

将 阳性 克隆 阔 液 以 1% (v/v) 的 接种 量 接种 于 
6 mL 培养 基 ( 含 100 pg/mL 氮 下 青霉素 ) 中, 37% 
下 220 r/min 摇 床 过 夜 培 养活 化 , 活化 后 再 以 1% 


(v/v) 的 接种 量 转 接 至 200 mL 含 100 pg/ml 氨 斑 
青霉素 的 培养 基 , 振荡 培养 3 h 左右 , 至 0Dow 约 等 
于 0.4 时 取出 10 mL 菌 液 作 为 对 照 , 并 向 独 余 菌 液 
中 加 入 IPTG 至 工作 浓度 1 mmol/L, 在 30%C 180 
rmin 条 件 下 诱导 表达 6 h。 收 集落 液 并 以 5 000 
r/min 离心 10 min， 弃 去 培养 基 , 用 超 纯 水 洗涤 3 次 
并 离心 收集 菌 体 。 挑 取 少 量 菌 体 混 和 SDS-PAGE 上 
样 buffer 用 涡 旋 震荡 仪 充 分 震荡 混 义 ,煮沸 10 min 
进行 SDS-PAGE 电泳 以 检验 重组 蛋白 表达 情况 ; 为 
器 所 得 菌 体 中 加 入 5 mL 细菌 裂解 液 ( 含 溶 菌 酶 ) ， 
液 所 反复 冻 融 数 次 并 用 超声 波 细 胞 破碎 仪 破碎 细胞 
至 清亮 。 将 裂解 后 混合 物 用 高 速 冷 冻 离 心机 4%C 
12 000 g 离 心 10 min, 分 别 取 上 清 与 沉 演进 行 SDS- 
PAGE 电泳 检测 以 确定 重组 蛋 日 表达 形式 。 

1.4 重组 得 白 ASP1 的 分 离 纯 化 

经 表达 形式 确认 后 弃 去 上 清 并 洗涤 两 次 。 将 洗 
淋 后 的 沉淀 用 8 molL 尿素 PBS 溶液 溶解 ,转移 至 
锦 NTA 琢 脂 糖 凝 胶 柱 ， 并 用 含 不 同 浓度 咪唑 的 洗 
脱 液 梯 度 洗 脱 (分 别 用 10, 20, S0,， 100, 200, 300 
和 400 mmolL 梯度 洗 脱 ), 将 所 得 7 管 洗 脱 收集 液 
同时 进行 SDS-PAGE 电泳 检测 以 确定 重组 蛋 日 所 在 
的 位 置 。 

将 确定 含有 重组 ASP1 和 蛋 日 的 溶液 转移 至 透析 
袋 内 , 在 500 mL 含 7 mol/L 尿素 的 PBS 缓冲 液 中 
4 人 透析 复 性 48 h, 期 间 梯 度 降低 尿素 浓度 至 不 含 
尿素 ,从 而 得 到 复 性 重组 蛋 蝗 ASP1 并 通过 BSA 标 
准 重 日 测定 复 性 后 重组 集 日 浓度 。 

1.5 中 蜂 ASP1 蛋白 的 灾 光 光谱 

为 检验 1-NPN 是 否 可 作为 灾 光 欧 争 实验 的 报 
告 子 , 对 中 蜂 重组 ASP1 蛋白 和 1-NPN 相互 作用 进 
行 检 验 。 使 用 怠 津 RF-5301 分 子 艾 光 光 度 计 分 别 对 
0.8 umolLL 的 ASP1 和 蛋白 溶液 , 0.8 pmolL 的 1- 
NPN 甲醇 溶液 以 及 其 混合 液 (1: 1, v/v) 进行 扫描 ， 
扫描 时 激发 波长 为 281 nm, 发 射 与 激发 犹 缝 均 为 
10 nm; 男 取 空 比 色 轩 中 加 入 同样 0.8 kmolLL 和 蛋白 
溶液 , 并 用 1-NPN 逐 滴 滴 定 并 进行 光谱 扫描 , 至 1- 
NPN 达到 饱和 ,峰值 不 再 上 升 ， 记录 每 次 加 入 1- 
NPN 的 物质 的 量 以 及 发 射 光谱 灾 光 强度 数据 , 使 用 
Scachard 方程 线性 化 谱 线 ( 许 金 钧 和 王 昔 本 , 2006 ) 。 
[1D - [DI 

[万 | 

其 中 [也 ] 为 总 和 1-NPN 浓度 , [D|] 为 游离 1- 
NPN 浓度 , [PP, | 为 重组 ASP1 的 浓度 ,下 为 ASP1 与 
1-NPN 的 结合 常数 , n 为 结合 位 点 数 。 


=- K([D.] - [D]) +nkKIP] (1) 
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1.6 中 蜂 ASP1 和 绰 日 的 奖 光 竞争 实验 

为 探究 中 蜂 ASP1 和 蛋 晶 与 潜在 配 基 的 相互 作用 
强 弱 ,以 1-NPN 为 菊 光 报告 子 , 通过 灾 光 苋 争 情况 
反映 ASP1 恒 日 与 各 配 基 结 合 强度 , 并 计算 其 解 离 
常数 Kp。 分 别 辣 经 1-NPN 滴定 后 的 ASP1 和 集 日 与 
1-NPN 混合 液 中 梯度 滴 加 10 mmolLL 的 配 基 洲 液 ， 
并 记录 相应 的 菊 光 发 射 光 谱 ,， 利用 公式 (2) 计算 每 
一 种 配 基 的 解 离 弟 数 。 

[ICao 


ne (2) 
| ， [LINPN] 


K, = 


K| npy 
其 中 K 表示 各 配 基 的 解 离 常 数 ，| 1Cs ] 表示 
使 NPN 效 光 强度 降 至 50% 时 所 需 加 入 的 竞争 配 基 
的 浓度 。[ 1-NPN ] 表示 游离 1-NPN 的 浓度 ，K NeN 
表示 中 蜂 ASP1 与 1-NPN 的 解 离 常数 。 
1.7 数据 统计 与 分 析 
利用 灾 光 光谱 仪 目 理 的 RFPC 2. 04 数据 处 理 
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软件 , 获得 重组 蛋白 与 信息 物质 作用 时 的 原始 ASC 
数据 , 全 部 导入 Origin 8.0 数理 统计 软件 中 , 进行 
发 射 光谱 的 绘制 , 并 对 发 射 强 度 及 相应 化 学 配 基 进 
行 多 项 式 拟 合 、 回 归 分 析 以 及 图 表 制 作 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 中 蜂 ASP1 原核 表达 载体 的 构建 及 鉴定 

在 前 期 工作 中 已 经 获得 了 保存 在 pGEM-T 载体 
里 的 ASP1 基因 ( 李 红 亮 等 , 2008 ) ,经 酶 切 、 连 接 、 
转化 和 挑 单 克 隆 扩 增 等 步骤 后 ， 为 确定 携带 目标 片 
段 的 表达 载体 是 否 成 功 构建 ,进行 菌落 PCR 验证 
(图 1:A) 和 双 酶 切 验证 (图 1:B), 结果 均 表 明成 功 
构建 了 中 蜂 ASP1 原核 表达 载体 , 经 测序 验证 无 误 
后 命名 为 pET32/Acer-ASP1 。 


bp 
2000 一 


1000 一 
750 一 


500 一 
230 一 
100 一 


和 -一 Acer-ASP1 





图 1 中 蜂 ASP1 基因 的 PCR 产物 (A) 及 重组 质粒 的 酶 切 鉴定 (B) 
Fig. 1 PCR products of Acer-ASP1 gene (A) and restriction analysis of Acer-ASP1 recombinant plasmid (B) 
M: DNA 标准 分 子 量 DNA marker; 1: 中 蜂 ASP1 基因 PCR 验证 Verification of Acer-ASP1 gene by PCR; 2: pET/Acer-ASP1 重组 质粒 BamHIT 和 
Hind 卫 双 酶 切 产 物 Products of pET/ Acer-ASP1 recombinant plasmids digested with BamH | and Hind HI. 


2.2 中 蜂 ASP1 基因 的 诱导 表达 及 分 离 纯化 

将 测序 无 误 的 pET32/Acer-ASP1 质粒 转化 至 
BL21 (DE3 ) 感 受 态 细胞 , 挑 取 单 菌落 ,过夜 培养 ， 
次 日 转 接 培养 3 后 , 取 菌 液 10 mL 作为 非 诱导 阴 
性 对 照 组 ,， 并 同和 璋 下落 液 中 加 入 IPTG 至 终 浓 度 
1 mmol 工 ,诱导 表达 6 h, SDS-PAGE 电泳 显示 重组 
重 日 ASP1 成 功 表达 (图 2: A), 由 于 重组 ASP1 表 
达 在 沉淀 里 ,， 故 确定 为 包涵 体 表 达 ( 图 2: B) , 将 包 
涵 体 洗涤 后 用 8 moLL 尿素 溶解 并 经 名 NTA 凝 胶 
层 析 柱 层 析 纯化 ,用 不 同 浓度 的 咪唑 梯度 洗 脐 ， 
SDS-PAGE 电泳 检测 结果 显示 有 两 管 含有 目的 蛋 日 


(图 2: B, 泳 道 9 和 10), 将 9 号 和 10 号 泳 起 中 的 
洗 脱 液 合并 后 转移 至 透析 袋 , 并 于 4Y 进行 梯度 透 
析 , 结果 未 发 现 沉 深 析 出 , 表明 复 性 完全 。 将 透析 
后 的 Acer-ASP1 重组 和 集 日 PBS 溶液 置 于 -80%C, 保 
存 备用 。 
2.3 ”中 蜂 ASP1 得 日 荧光 光谱 分 析 

利用 1-NPN 作为 配 基 结合 的 艾 光 报告 子 , 在 
0.78 umolLL 的 重组 Acer-ASP1 蛋白 中 进行 1-NPN 
滴定 , 并 至 蛋白 效 光 强度 (入 =340 nm) 不 再 下 降 ， 
1-NPN 奖 光 强度 不 再 上 升 ， 如 图 3(A) 所 示 1-NPN 
的 灾 光 强度 曲线 , 对 其 进行 多 项 式 拟 合 , 相关 系数 
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A B 
i kDa 7 8 9 10 
97 2 一 97.2 — 
66.4 一 一 60.4 一 
443 一 一 44.3 一 一 
《一 人 Acer-ASP1 
Acer-ASP1 22.0 一 
29.0 -一 一 
20.1 — 2 
20.1 一 -一 
二 14.3 一 
14.3 一 一 二 
图 2 重组 中 蜂 ASP1 和 蛋 日 诱导 表达 (A) 和 分 离 纯化 (了 B) 
Fig. 2 Induced expression (A) and purification (B) of recombinant protein of Acer-ASP1 
M: 和 蛋白 分 子 量 标准 Protein marker; 1 : 未 诱导 对 照 组 Non-induced control group; 2: 诱导 表达 产物 Expressed produets; 3 : 未 纯化 对 照 组 Control 


before purification; 4 -10: 分 离 纯 化 的 重组 蛋白 Isolated and purified recombinant Acer-ASP1 protein. 






,ol A 为 0.998。 再 利用 Scatchard 方程 对 结合 过 程 进行 线 

性 回归 ,如 图 3(B) 所 示 , 线性 相关 系数 为 0. 984。 

0 故 根据 公式 (1) 分 析 得 中 蜂 ASP1 蛋白 与 1-NPN 的 

a 号 解 离 常数 KiNPN = 7. 33 pmol/L; 结合 位 点 数 为 

让 200 村 0.754。 由 以 上 可 以 得 出 ，1-NPN 与 Acer-ASP1 和 蛋 

3 150 1 白 结 合 时 有 和 良好 的 线性 关系 ,1-NPN 非常 适合 作为 
Acer-ASP1 结合 功能 研究 的 荧光 报告 子 。 






一 
一 
一 





0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 
与 Acer-ASP1 结 合 的 1-NPN 
Bound 1-NPN 





0 2 4 0 8 10 12 14 16 
配 基 浓度 Ligand concentration (umol/D) 


图 3 不 同 浓度 1-NPN 次 光 配 基 与 Acer-ASP1 重 日 结合 时 
的 实 光 强度 ( A) 和 Scatchard 方程 (B) 


Fig. 3 Fluorescence intensity of recombinant Acer-ASP1 


when adding different concentrations of 1-NPN (A) and 
the scatchard plot of 1-NPN with Acer-ASP1 (B) 


一 口 一 4- 烯 办 基 蒙 芦 醚 4-Allylveratrole 

一 C 一 水 杨 酸 甲 酯 Methyl salicylate 

一 人 一 B- 紫 罗兰 酮 B-Ionone 

一 yy 一 3, 4- 二 甲 基 葵 甲醛 3, 4-Dimethyl-benzaldehyde 
一 一 葵 乙 醛 Phenylacetaldehyde 

一 性 一 香草 醇 Vanillyl alcohol 


pi 
Dam 





相对 菊 光 值 
© 


Relative fluorescence intensity 


0.0 


0 200 400 600 800 
配 基 流 度 Ligand concentration (umol/L) 


图 4 基于 荧光 配 基 1-NPN 的 候选 蜜蜂 信息 素 及 
植物 挥发 物 与 中 蜂 Acer-ASP1 和 蛋白 的 苋 争 结合 


Fig. 4 Competition binding assay of candidate pheromones of 


honeybees or plant volatiles with recombinant Acer-ASP1 


based on 1-NPN 


在 22 种 待 测 蜜蜂 信息 素 和 植物 挥发 性 物质 的 
菊 光 竞争 实验 中 , 发 现 有 7 种 物质 能 将 1-NPN 的 相 
对 荧光 值 从 100% 降 至 50% 以 下 (图 4), 其 中 两 种 
蜂王 信息 素 一 一 对 -羟基 茶 甲 酸 甲 酯 (HOB) 和 香草 
醇 (HVA ) 能 将 1-NPN 相对 效 光 强度 竞争 至 10% 以 
下 。 这 表明 二 者 与 中 蜂 ASP1 具有 和 较 强 结合 能 力 ， 
尤其 对 于 对 -羟基 茶 甲 酸 甲 酯 来 讲 ,可 竞争 至 
0.69% (使 1-NPN 相对 实 光 值 下 降 99. 31% ), 其 
Kb 值 达 到 了 13. 39 jmol/L; 香草 醇 可 葛 争 至 
4.50% (使 1-NPN 相对 荧光 值 下 降 95.50 % ) , 解 离 
常数 Kb =98. 44 pmol/L( 表 2)。 但 是 除 蜂王 信息 
素 外 的 11 种 信息 素 类 物质 与 ASP1 均 不 结合 。 除 
此 之 外 ,ASP1 和 蛋白 对 于 茶 乙 醋 、4- 烯 丙 基 蒙 芦 醚 、 
3 ,4- 二 甲 基 葵 甲醛 、 水 杨 酸 甲 酯 和 B- 紫 罗兰 酮 5 种 
植物 挥发 物质 产生 了 强度 不 等 的 结合 ( 表 2) 。 


3 讨论 


在 本 实验 室 前 期 对 中 蜂 ASP1 的 人 研究 中 , 已 成 
功 殉 隆 了 全 长 基因 并 通过 灾 光 定量 PCR 研究 了 其 
时 空 特异 性 表达 , 发现 中 蜂 ASP1 在 内 勤 蜂 及 采集 
蜂 时 期 表达 量 最 高 , 暗示 着 中 蜂 ASP1 与 蜂 群 行 ， 
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表 2 供 试 信息 素 和 气味 与 以 1-NPN 为 荧光 探 针 的 中 蜂 ASP1 蛋白 的 菊 光 竞争 实验 
Table 2 Competitive binding assay of candidate pheromones and other odors with protein Acer-ASP1 based on 1-NPN 


气味 物质 


Odorant molecules 


茶 乙醚 Phenylacetaldehyde 


3 , 4- 二 甲 基 茶 甲 本 3, 4-Dimethyl-benzaldehyde 


植物 挥发 物 
B- 紫 罗兰 酮 B-Ionone 
Plant volatiles 
水 杨 酸 甲 酯 Methyl salicylate 
4- 烯 丙 基 蒙 芦 醚 4-Allylveratrole 
蜂王 信息 素 对 -羟基 葵 甲 酸 甲 酯 HOB 
Queen pheromones 香草 醇 HVA 


调控 存在 一 定 联系 ( 李 红 亮 等 , 2008 ) 。 本 研究 对 其 
进行 亚 克 隆 , 构建 了 原核 表达 载体 , 并 成 功 诱导 表 
达 了 市 组 氨 酸 标签 的 中 蜂 ASP1 重组 各 日 , 尽管 表 
达 后 获得 的 目标 蛋 日 以 包涵 体形 式 析 出 , 但 通过 尿 
素 溶 解 以 及 在 温和 条 件 下 梯度 透析 , 使 重 日 重新 正 
确 折 和 登 , 恢复 其 卓然 构象 , 得 到 了 具有 生化 活性 的 
中 蜂 Acer-ASP1 和 蛋白, 为 体外 研究 其 生理 功能 提供 
了 必要 条 件 。1-NPN 已 经 作为 一 种 有 效 的 荧光 报告 
探 针 成 功 应 用 在 多 种 PBP 和 OBP 的 功能 人 研究 中 ， 
如 小 地 老虎 Agrotis ipsilon 的 3 个 PBPs (Gu er al.， 
2013 ) , 斜纹 夜 蛾 Spodoptera litura 的 SlitPBP1 (Liu 
et al., 2012 ) 和 中 蜂 ASP2 ( 李 红 亮 等 , 2013 ) 、CSP3 
〈( 李 红 亮 等 , 2011) 等 。 本 实验 中 Acer-ASP1 和 蛋 日 与 
1-NPN 的 解 离 常数 Kiwpy 为 7.35 wmol/L, 与 上 述 已 
报道 的 其 他 昆虫 的 PBPs 和 中 蜂 ASP2、CSP3 的 
Kinpx 韭 常 相近 ,表明 1-NPN 非常 适合 作为 中 蜂 
ASP1 和 蛋白 的 苋 争 性 灾 光 探 针 。 

在 荧光 竞争 试验 中 测试 了 22 种 信息 素 和 气味 
物质 , 其 中 包括 了 2 种 蜂王 信息 素 、6 种 幼虫 信息 
素 、3 种 工蜂 信息 素 、2 种 报警 信息 素 以 及 9 种 常见 
的 植物 挥发 性 气味 物质 , 结果 显示 中 蜂 ASP1 仅 对 
2 种 蜂王 信息 素 一 一 对 -羟基 茶 甲 酸 甲 酯 (HOB) 和 
香草 醉 (HVA) 表 现 出 特异 性 结合 , 其 中 HOB 在 与 
1-NPN 竞争 结合 中 蜂 ASP1 的 过 程 中 显示 出 极 强 的 
竞争 力 , 达到 0.69% , 解 离 和 常数 K, 也 达到 了 13.40 
Wmol/L, 显示 出 与 Acer-ASP1 较 强 的 亲和力 ; 对 于 
HVA, 其 亲和力 虽然 不 及 HOB(K, 为 98.44 pmolL)， 
但 是 HVA 与 1-NPN 的 竞争 能 力 较 强 ( 达 到 4.5% )， 
暗示 虽然 香草 醇 本 喘 与 中 蜂 ASP1 重 日 的 亲 合 力 并 
不 是 很 强 , 但 是 Acer-ASP1 仍然 与 HVA 具有 较 大 
结合 容量 。 此 外 HVA 是 西方 蜜蜂 蜂王 信息 素 的 重 


最 大 元 争 力 (%) 1c 解 离 沼 数 ( pmolL) 
Maximum capability to 机 Dissociation constant 
( wmol/L) 
compete with 1 -NPN Ky 

35.38 214. 88 105.00 

18.47 124.49 60. 83 

3.85 30. 06 14.69 

17. 85 307.64 150. 32 

43. 19 22.16 10. 83 

0.69 27.42 13.39 

4.50 201.46 98.44 


要 成 分 ,而 非 东 方 塞 蜂 的 蜂王 信息 系 成 分 (Plettner 
et dl.，1997 ) , 中 蜂 ASP1 可 与 HVA 结合 , 上 暗示 其 可 
能 在 中 蜂 工 蜂 识 别 意 蜂 蜂王 的 过 程 中 发 挥 作 用 , 这 
对 于 以 后 研究 中 意 蜂 工蜂 和 蜂王 之 间 的 相互 作用 关 
系 提 供 了 积极 线索 。 最 后 ,必须 要 说 明 的 是 , 由 于 
无 法 获得 蜂王 信息 素 的 为 外 两 个 重要 成 分 : (EF) -9- 
氧 -2- 奖 烦 酸 (9-ODA) 和 (R, EE)-(-)- 和 (S, EE)- 
(+ )-9- 羟 基 -2- 疾 烦 酸 (-9-HDA 和 +9-HDA), 故 中 
蜂 ASP1 能 否 与 其 特异 结合 还 不 得 而 知 , 需要 进 一 
步 探 索 。 但 是 本 人 研究 发 现 了 中 蜂 ASP1 可 与 蜂王 信 
县 素 重 要 成 分 HOB 特异 结合 ,这 与 Danty 等 
(1999 ) 对 意 蜂 的 研究 结果 是 相 吻 合 的 , 所 以 基本 能 
证 明 中 蜂 Acer-ASP1 应 属于 OBP 家 族 中 的 PBP 亚 
家 族 。 

本 人 研究 发 现 中 蜂 Acer-ASP1 能 与 3 种 植物 气味 
挥发 物 : 共 乙 醛 、3 ,4- 二 甲 基 杂 甲醛 和 水 杨 酸 甲 酯 
有 一 定 程度 的 结合 。 但 是 有 趣 的 是 , 这 3 种 物质 在 
此 前 研究 中 被 发 现 也 能 与 中 蜂 另 外 一 种 气味 结合 任 
日 ASP2( 属 COBPs 亚 家 族 ) 结 合 , 不 过 其 亲和力 均 
小 于 ASP2〈 李 红 亮 等 , 2013 ) ， 这 表明 中 蜂 ASP1 
是 一 种 以 蜂王 信息 素 识 别 为 主要 功能 , 植物 挥发 物 
识别 为 次 要 功能 的 多 功能 信息 素 结 合集 日 。 不 过 ， 
虽然 中 蜂 ASP1 与 某 些 植物 挥发 物 分 子 的 结合 能 力 
较 弱 , 但 这 些 气 味 可 能 会 增强 中 蜂 与 其 信息 系 结 合 
的 协同 效应 。 这 方面 已 不 乏 先 例 ， 如 Ochieng 等 
(2002) 早 就 发 现 提 高 廊 樟 醇 的 剂量 能 有 效 加 强 棉 
铃 虫 Helicoverpa armigera 对 信息 素 特 异 神经 元 的 反 
应 , 同样 沈 幼 莲 等 (2009 ) 也 发 现 斜 纹 夜 蛾 $，litura 
在 一 定 剂量 的 植物 挥发 物 如 茶 乙 醛 的 协同 作用 下 能 
显著 提高 性 信息 素 的 引诱 作用 ; 不 过 最 近 Kaissling 
等 (2013 ) 在 人 研究 多 音 天 春 蛾 Antheraea polyphemus 
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时 发 现 某 些 气 味 分 子 可 能 可 以 通过 与 信息 素 分 子 竞 
争 结合 PBP 起 到 抑制 受 体 神经 元 兴奋 性 的 作用 。 
此 本 人 研究 涉及 到 的 植物 气味 物质 与 中 蜂 ASP1 的 
一 定 程 度 的 结合 可 能 发 挥 协同 作用 , 影响 中 蜂 对 其 
性 信息 素 的 互 作 能 力 并 影响 其 社会 行为 特征 。 
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